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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la biotehnologie, si
anume la un procedeu de inducere a haploizilor
la orz.

Procedeul, conform inventiei, include
colectarea spicelor la etapa de
microsporogenezd,  sterilizarea  acestora,
mentinerea la Intuneric la o temperaturd de 4°C
in decurs de 3 zile, excizarea anterelor din
spiculetul central al partii de mijloc a spicului,
inocularea anterelor intr-un mediu nutritiv ce
contine 0,7 M manitol, 40 mM CaCl, si 8 g/1
agarozd si incubarea la Intuneric la o

2
temperaturd de 24°C timp de 4 zile,
transferarea anterelor pe mediul nutritiv de
inducere FHG cu un continut de Ficol de 200
g/l si suplimentat cu 0,0001% de glicozide
iridoice obtinute din plante de Linaria
genistifolia, mentinerea la 1intuneric la o
temperaturd de 24°C in decurs de 12..14 zile,
dupd care anterele cu rdspuns pozitiv se
transferd pe mediul FHG cu un continut de
Ficol de 400 g/1.
Revendicari: 1




(54) Process for haploid induction in barley

(57) Abstract:
1

The invention relates to biotechnology,
particularly to a process for haploid induction
in barley.

The process, according to the invention,
comprises the collection of ears at the stage of
microsporogenesis, their sterilization,
maintenance in the dark at a temperature of
4°C for 3 days, excision of anthers from the
spikelet of the middle part of the ear,
inoculation of anthers in a nutrient medium
containing 0.7 M mannitol, 40 mM CaCl, and
8 g/l agarose and incubation in the dark at a

2
temperature of 24°C for 4 days, transfer of
anthers onto the FHG induction nutrient
medium containing Ficoll of 200 g/l with the
addition of 0.0001% of iridoid glycosides
derived from Linaria genistifolia plants,
maintenance in the dark at a temperature of
24°C for 12...14 days, after which the anthers
with positive response are transferred onto the
FHG nutrient medium containing Ficoll 400
g/l
Claims: 1

(54) Cnoco0 MHAYHUPOBAHMS FANJIOUI0B Y TUMEHS

(57) Pedepar:

Wzobperenue OTHOCHUTCS K
OHOTEXHONOTHH, a HMEHHO K CIOCO0y
HHTYIIUPOBAHHS FAIUIONIOB Y SUMEHS.

Crroco0, COTITaCHO H300pPETCHUIO,
BKIIFoUaeT  cOOp  KOIIOChEeB  HA  JTale
MHKPOCIIOPOTeHE34, ux CTEPUITH3AITHIO,
BBIJICPKUBAHUE B TEMHOTE IPH TEMIEPATYPE
4°C B TEUCHHEC 3 JHEH, BBIICICHUC
IMBUIGHUKOB U3  KOJNOCKA CPEAHEH 4acTH
KoJoca, UHOKYJISIUIO  IBUILHHKOB B

UTATENBHYIO Cpely, cojepxkantyio 0,7 M
MaruTorna, 40 mM CaCl, u 8 1/m arapossl, u
HHKYOAITHIO B TeMHOTE ITpu TeMuepatype 24°C

2

B TedeHue 4 jHEH, IepeHOC IBUILHUKOB Ha
HHIYKITHOHHYIO IHTaTenbHyo cpeny FHG ¢
comepxkanueM  ¢mxkomra 200 r/m ¢
JT00aBIIEHHEM 0,0001% HUPHJIOHTHBIX
IJIUKO3U/IOB, HOJYUCHHBIX U3  PACTCHHH
Linaria genistifolia, BRIIEp)KUBaHUE B TEMHOTE
npu Temmeparype 24°C B Teuenme 12...14
JTHEH, mocIe 9ero IBUTEHHKH c
MOJIOKUTEIFHBIM ~ OTBETOM  IIEPEHOCAT Ha
nuraTenpHylo cpery FHG ¢ comepxanuem
¢uxomma 400 1/m.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la biotehnologie, si anume la un procedeu de inducere a
haploizilor la orz.

Una din cele mai aplicabile metode de inducere a haploizilor la orz este
cultura in vitro a anterelor ca urmare a inducerii embriogenezei microsporale.
Accastd cale este de perspectiva, fiind utilizatd pe larg in crearea a numeroase
linii de cereale, dar reusita acestei tehnici este influentatd in primul rand de
factorii genetici, care determina frecventa formarii calusurilor §i embrionilor.
Deosebit de important in obtinerea raspunsului pozitiv in cultura anterelor este
pretratamentul spicelor/anterelor si componenta mediilor nutritive ce conduc
microsporii spre formarea de structuri embriogene.

Este cunoscut procedeul bazat pe prelevarea spicelor la stadiul de microspori
uninucleati (ce corespunde fazei de burduf), sterilizarea §i plasarea in cutii Petri
cu putind apa distilata sterila pentru 3 zile in frigider la 4°C, excizarea anterelor,
inocularea lor pe mediul nutritiv ce contine manitol (0,7M), CaCl, (40mM) si
agarozd (8g/1) si incubarea la Intuneric timp de 4 zile la 24°C, dupd care acestea
sunt transferate In cutii Petri ce contin mediul de inducere FHG si plasate la
intuneric la o temperatura de 24°C [1].

Neajunsul procedeului cunoscut este rata redusd a anterelor ce prezintd
raspuns pozitiv la conditiile in vitro in vederea obtinerii plantelor haploide.

Problema pe care o rezolva inventia propusa consta in sporirea cotei de antere
care formeaza structuri embriogene de naturd microsporala.

Inventia solutioneaza problema prin aceea cd se propune un procedeu de
inducere a haploizilor la orz, care include colectarea spicelor la etapa de
microsporogeneza, sterilizarea acestora cu clorurd si cu alcool etilic de 70%,
plasarea in cutii Petri cu apa distilatd sterild, mentinerea la intuneric la o
temperatura de 4°C 1n decurs de 3 zile, excizarea, sub un microscop binocular, a
anterelor din spiculetul central al partii de mijloc a spicului, inocularea anterelor
mtr-un mediu nutritiv ce contine 0,7 M manitol, 40 mM CaCl, si 8 g/l agaroza in
cutii Petri, izolarea cutiilor cu parafilm si incubarea la intuneric la o temperatura
de 24°C timp de 4 zile, transferarea anterelor pe mediul nutritiv de inducere FHG
cu un continut de Ficol de 200 g/l si suplimentat cu 0,0001% de glicozide
iridoice, obtinute din plante de Linaria genistifolia, prin extragere cu solutie
hidrometanolicd la fierbere si separare cromatograficd ulterioard, mentinerea la
intuneric la o temperaturd de 24°C in decurs de 12..14 zile, dupa care anterele cu
raspuns pozitiv se transferd pe mediul FHG cu un continut de Ficol de 400 g/1.

Glicozidele iridoice sumare (GIS) din Linaria genistifolia s-au obtinut din
material vegetal uscat (300 g partea aeriand). La materialul vegetal maruntit s-au
addugat 1,5 1 de solutie apoasa de metanol 60%, apoi a fost supus refluxului prin
fierbere timp de 6 ore, procedura fiind repetatd de 3 ori. Extractele obtinute au
fost combinate si concentrate prin distilare in vid, dupd care reziduul apos a fost
decantat cu cloroform. Fractia apoasa a fost trecutd prin coloanid cu Sephadex
LH-20. Coloana a fost spalatd consecutiv cu apa, solutie apoasd de metanol de
10% si metanol pur. Ambele ¢luate metanolice au fost combinate si evaporate
prin distilare in vid pand la uscare. Extractul uscat obtinut (4,6 g) reprezintd
GIS (MASHCENKO, N.; GUREV, A.; LUPASCU, G.; GORINCIOI, E. Iridoid
glycosides from Linaria genistifilia (1..) Mill. in biological control of soil-borne
fungal pathogens of wheat and some structure consideration. Chemistry Journal
of Moldova. General, Industrial and Ecological Chemistry. 2015, 10 (1), 57-63).

Rezultatul inventiei constd in sporirea cotei de antere care formeaza structuri
embriogene de naturd microsporala in crearea haploizilor la orz.

Exemplu de realizare a inventiei

In cercetare au fost antrenate soiurile de orz Stralucitor, Ciuluc i Galactic.
Plantele au fost crescute in conditii de cdmp conform tehnicilor standard. Spicele
au fost colectate la etapa de microsporogenezd, stadiul microsporilor uninucleati
(ce corespunde fazei de burduf). Etapa a fost apreciatd prin examinarea
citologica a preparatelor temporare prin colorare cu carmind acetica.
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Spicele identificate la stadiul de microspori uninucleati au fost colectate.
Dupa sterilizare cu clorurd de sodiu, spicele au fost trecute prin alcool 70%, apoi
plasate in cutii Petri cu putind apa distilatd sterild pentru 3 zile in frigider la 4°C,
intuneric. Pentru fiecare genotip au fost selectate cite cel putin 5 spice. In
incinta boxei cu flux laminar, sub un microscop binocular, din spiculetul central
al partii de mijloc a spicului au fost excizate anterele si inoculate pe mediul
nutritiv. - ce contine manitol (0,7M), CaCl, (40mM) si agarozd (8 g/1). Cutiile
Petri in care au fost inoculate anterele au fost izolate cu parafilm si incubate la
24°C, intuneric, pentru 4 zile. Dupd 4 zile antercle au fost transferate in cutii
Petri ce contin mediul nutritiv de inducere FHG (tabelul 1) si mentinute la 24°C,
la intuneric. Dupd 12...14 zile anterele cu rdspuns pozitiv au fost transferate pe
mediu FHG cu continut de Ficol 400g/1.

Tabelul 1
Compozitia mediului nutritiv utilizat pentru inducerea embriogenezei la orz
Nr. FHG de inducere a embriogenezei
Componentele mediului nutritiv Cantitatea
(mg/l)
Macroelemente
1 KNO; 1900
2 NH,NO, 165
3 CaCl,-2H,0 440
5 KH,PO, 170
6 Fe Na,EDTA 37,5
Microelemente
7 MnSO44H,0 22,3
8 H;BO; 6,2
9 ZIISO47H20 8,6
10 KI 0,83
11 N32M004'2H20 0,25
12 CuS0O4-5H,0 0,025
13 CoCl,-6H,0 0,025
Vitamine
14 Mioinozitol 100
15 Tiamina HCI 0,4
Alti factori
16 Glutamina 730
17 BAP 1
18 Maltozd 62000
19 Ficol 200000
pH 5,8

Procedeul, conform inventiei, include suplimentarea mediului nutritiv de
inducere FHG cu GIS (Nr.1). Pentru stabilirea concentratiei optime au fost
utilizate doua variante: 0,001% GIS si 0,0001% GIS. De asemenea, a fost
aplicatd schema de inoculare fard pretratament (Nr.2), conform careia dupd
sterilizare anterele au fost plasate pe cele trei variante ale mediului nutritiv de
mducere (FHG, FHG+0,001% GIS si FHG+0,0001% GIS).

Conform rezultatelor obtinute (tabelul 2) s-a constatat ca GIS a prezentat
efect stimulator in inducerea reactiei pozitive a anterelor pe mediul nutritiv FHG
doar 1n concentratia de 0,0001% (varianta FHG+0,0001% GIS). in varianta fara
pretratament GIS a avut un impact pozitiv doar la soiul Ciuluc.
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Tabelul 2

Cota anterelor de orz cu raspuns pozitiv la conditiile in vitro de cultivare in
dependentd de pretratamentul aplicat (%)

5
Genotip Nr.1 Nr.2 Antere
Pretratament Fara pretratament inoculate
(nr.)
FHG | FHG+0,001% | FHG+0,0001% | FHG | FHG+0,001% | FHG+0,0001%
GIS GIS GIS GIS
Stralucitor | 0,7 0 1,39 0 0 0 144
Ciuluc 0,36 0,72 1,07 0 1,61 562
Galactic 0,58 1,72 0,58 0 0 175
In varianta cu pretratament (Nr.1) GIS a condus la o crestere a raspunsului
pozitiv al anterelor de cca 2 ori la soiurile Ciuluc si Strdlucitor, iar la Galactic de
2,97 ori.
10 Dupd una-doud sdptaméni de recultivare in vitro a anterelor cu rdspuns
pozitiv a fost atestatd inducerea embriogenezei. Capacitatea embriogend a
microsporilor a fost influentatd de genotip, precum si procedeul propus (tabelul
3).
15 Tabelul 3
Capacitatea embriogend a microsporilor de orz cultivati in vitro conform
variantei cu pretratament
FHG FHG+0,0001% GIS
Genotip Cota anterelor Structuri Cota anterelor Structuri embriogene
cu raspuns embriogene cu rdspuns
pozitiv pozitiv
Stralucitor 0,7 1 1,39 1,67
Ciuluc 0,36 2,44 0,72 3,15
Galactic 0,58 1,5 1,72 2,83
20 Aplicarea schemei cunoscute de inducere a androgenezei pe mediul FHG a
generat formarea de la 1 pand la 2,4 structuri embriogene per anterd in
dependentd de genotipul analizat.
Suplimentarea mediului nutritiv FHG cu GIS a favorizat sporirea cotei de
structuri embriogene la toate trei genotipuri incluse in studiu. Conform
25 procedeului propus capacitatea embriogena a sporit la soiul Ciuluc de cca 1,3, la

30

soiul Stralucitor de 1,67, iar la soiul Galactic de 1,89 ori. Cresterea numarului de
structuri embiogene formate ca rezultat al diferentierii microsporilor contribuie
la eficientizarea cdii de obtinere a haploizilor la soiurile de orz cu capacitate
androgena redusa.
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(57) Revendicari:

Procedeu de inducere a haploizilor la orz, care include colectarea spicelor la
etapa de microsporogeneza, sterilizarea acestora cu clorurd si cu alcool etilic de
70%, plasarea In cutii Petri cu apd distilatd sterild, mentinerea la intuneric la o
temperatura de 4°C 1n decurs de 3 zile, excizarea, sub un microscop binocular, a
anterelor din spiculetul central al partii de mijloc a spicului, inocularea anterelor
ntr-un mediu nutritiv ce contine 0,7 M manitol, 40 mM CaCl, si 8 g/l agaroza in
cutii Petri, izolarea cutiilor cu parafilm §i incubarea la Intuneric la o temperaturd
de 24°C timp de 4 zile, transferarea anterelor pe mediul nutritiv de inducere FHG
cu un continut de Ficol de 200 g/l si suplimentat cu 0,0001% de glicozide
iridoice, obtinute din plante de Linaria genistifolia, prin extragere cu solutie
hidrometanolicd la fierbere si separare cromatograficd ulterioard, mentinerea la
intuneric la o temperaturd de 24°C 1n decurs de 12..14 zile, dupd care anterele cu
raspuns pozitiv se transferd pe mediul FHG cu un continut de Ficol de 400 g/1.
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